弥漫大B细胞淋巴瘤（diffuse large B-cell lymphoma, DLBCL）在西方国家占成人非霍奇金淋巴瘤的25%\~30%，在日本占33%，在中国占50.18%[@b1]--[@b2]。DLBCL肿瘤细胞表面广泛表达CD20抗原，极少部分表现为CD20阴性[@b3]。我院收治1例原发肠道CD20阴性的DLBCL患者，现报道如下并进行相关文献复习。

病例资料 {#s1}
========

患者，女，44岁，2013年11月无意中发现左侧腹部包块，约5 cm×5 cm大小，质韧，活动性差，伴钝痛，无他处放射，排便后腹痛略有减轻，大便时有干结，无里急后重。1个月后患者上述症状逐渐加重，排稀水样便伴呕吐胃内容物，就诊于我院胃肠外科，术前检查考虑降结肠癌可能，术中所见肿块位于降结肠，约10 cm×6 cm大小，距肛门约30 cm，已浸润至浆膜层，与后方腰大肌浸润粘连固定，周围可触及肿大淋巴结，于2013年12月27日行降结肠肿物部分切除术及结肠断端吻合术。术后病理学检查结果：肿物大小为9 cm×4 cm×4 cm，镜下见结肠黏膜固有层至浆膜层大量淋巴样细胞弥漫浸润并见多灶大片坏死，细胞为大细胞，核型不整、核增大，胞质嗜双色或嗜碱，核中央或周围有1\~3个嗜酸性核仁，核染色质增粗，少许肿瘤细胞核巨大、多核为瘤巨细胞，核分裂多见并见病理性核分裂，间质血管增生明显；免疫组化：Bcl-2(+)，Bcl-6(+/−)，CD10(−)，CD20(−)，CD3(−)，CD43 (+)，CD5 (−)，MUM-1(−)，Ki-67(约80%+)，CK (−)，CD56 (NK-1)(±)，CD79a(±)，PAX-5(+)，CD45(−)，CD23(−)，CD138(−)，ALK(−)；病理诊断：（降）结肠DLBCL，非生发中心起源。于2014年1月18日首次入住我科，诉左下腹略有疼痛，频繁呕吐，无肛门排气，查体：左下腹部可触及13 cm× 5 cm×4 cm大小包块，质地硬，活动性差，触痛明显，肝脾未触及肿大；降结肠肿物经北京大学第三医院病理科会诊诊断：（降）结肠DLBCL，免疫组化：CD79a(−)、CD19(−)、CD20(−)、Pax5(+)、CD10(−)、Mum1(−)、Bcl6(−)、EBER (−)、Ki-67(85%+)。经多次重复多项B细胞标志物进行标记，结果示仅Pax5阳性，而肿瘤细胞不表达CD20。血常规大致正常，骨髓穿刺细胞形态学、骨髓活检病理学检查均未见淋巴瘤浸润，PET-CT示：第二肝门区（0.8 cm×0.6 cm)、降结肠（6 cm×5.5 cm)、左侧腹直肌（1.5 cm×1.0 cm)、腹盆腔肠系膜及肠管表面、腹膜后腹主动脉旁、双侧髂血管走行区、双侧盆壁、子宫直肠陷窝（最大者位于子宫直肠陷窝，大小约为2.7 cm×2.1 cm）均发现淋巴瘤浸润，明确诊断为"降结肠DLBCL（巨块型)Ⅳ期B组IPI 4分"。接受CHOP（环磷酰胺+吡柔比星＋长春新碱＋泼尼松）方案化疗，化疗后左下腹肿物有所缩小，恢复排气排便。患者出院1周左右左下腹肿物再次增大，再次入院后接受EHSAP(依托泊苷+顺铂＋阿糖胞苷＋甲泼尼龙)方案化疗，化疗后左下腹包块回缩不明显，再次出现呕吐及停止排气、排便，行腹部CT提示左下腹肠管吻合口区团块，考虑为肿瘤进展，累及左侧输尿管致左肾盂积水、肿胀，小肠梗阻征象。考虑患者对CHOP及ESHAP方案反应均较差，故给予脂质体阿霉素＋环磷酰胺＋长春新碱+甲泼尼龙方案化疗，化疗后左下腹包块仍回缩不明显，患者于外院接受生物细胞治疗和4次局部放疗（放疗剂量不详），左下腹包块仍无明显缩小。2014年4月8日患者再次因腹痛、恶心、呕吐入院，查体：极度消瘦，恶液质状态，左下腹可触及15 cm×6 cm大小包块，接受静脉营养和甲泼尼龙减轻肠管水肿、胃肠减压等治疗，5 d后治疗无效死亡。

讨论及文献复习 {#s2}
==============

CD20是表达于前B细胞、未成熟B细胞、成熟B细胞表面的跨膜蛋白，不表达于浆细胞及早期前B细胞表面，体内试验表明，CD20可影响细胞激活、分化及钙离子内流[@b3]--[@b4]。不同的B细胞淋巴瘤CD20表达程度有所不同，有研究指出DLBCL患者CD20表达程度最高，慢性淋巴细胞白血病患者CD20表达程度最低[@b5]。CD20是利妥昔单抗的分子作用靶点，R-CHOP方案化疗已成为CD20阳性DLBCL一线治疗方案，利妥昔单抗联合化疗可显著提高DLBCL患者的疗效[@b6]。利妥昔单抗通过IgG1链与CD20结合触发补体依赖性细胞毒作用（CDC）及诱导效应细胞产生抗体依赖性细胞毒作用（ADCC）。CD20表达水平显著影响利妥昔单抗介导的CDC及ADCC效应[@b7]。既往报道，在DLBCL患者中CD20表达下降或缺失常见于应用利妥昔单抗后耐药复发患者，一些研究表明因为基因突变或缺失、异常剪接、细胞内化所致的CD20表达下调导致利妥昔单抗治疗敏感性降低[@b8]。国外报道CD20阴性DLBCL常为特殊类型，如浆细胞分化的DLBCL、ALK阳性DLBCL、脓胸相关B细胞淋巴瘤等[@b9]--[@b12]，而本例患者光镜下形态非上述特殊亚型表现，且免疫组化ALK及CD138均为阴性，为原发CD20阴性DLBCL（非特指性）。有报道原发CD20阴性DLBCL患者的CD20 (MS4A1) mRNA表达水平明显低于CD20阳性细胞，MS4A1启动子及编码区域未检测到基因突变[@b13]。本例患者初诊经多次重复多项B细胞标志物标记检查，仅Pax5阳性，CD20、CD79a、CD10、CD19、CD23等B细胞标志物均阴性，Chu等[@b14]报道CD20阴性DLBCL患者常不表达B细胞系常见抗原，如CD79a、PAX-5，其报道的7例CD20阴性DLBCL患者，CD79a均为阴性，PAX-5仅1例阳性，本例患者与之相符。

Tokunaga等[@b13]报道37例新发DLBCL中8例CD20阴性患者，其中2例存在结外受累。中山大学肿瘤中心研究1 456例新发DLBCL患者，其中28例患者CD20阴性，占1.9%，21例患者存在结外受累，其中7例胃肠道受累[@b15]。本例患者发病部位为降结肠，浅表淋巴结未受累及。从上述报道上分析，CD20阴性DLBCL患者结外受累较为常见，但CD20阴性DLBCL是否易侵及胃肠道有待进一步研究。

临床上CD20表达水平的检测对于评估DLBCL患者预后及预测利妥昔单抗疗效十分重要。临床上普遍应用方便易行的免疫组化法检测淋巴瘤细胞表面CD20表达水平，部分机构采用流式细胞术检测CD20表达水平，该方法较免疫组化法更为敏感。近年来有研究表明，部分免疫组化法CD20阳性的DLBCL患者经流式细胞术法检测为阴性。Tokunaga等[@b13]研究37例新发DLBCL，应用免疫组化法及流式细胞术检测CD20表达水平，分别使用L26及B1作为CD20抗体，其中8例（22%）免疫组化法表达CD79a (+)/CD20(+)，而流式细胞术表达CD19 (+)/CD20(−)。利妥昔单抗介导的CDC免疫组化法(+)／流式细胞术(−)细胞明显低于免疫组化法(+)／流式细胞术(+)细胞。流式细胞术利用利妥昔单抗作为CD20检测抗体效果较B1更佳，对于免疫组化法(+)／流式细胞术(−)的病例利用利妥昔单抗检测CD20更能有效的预测利妥昔单抗的效用。

原发CD20阴性DLBCL发生率约为2%[@b15]，因本例为CD20阴性患者，无利妥昔单抗应用指征，应用大剂量化疗方案病灶仅轻度缩小，且对化、放疗均不敏感，化疗间歇期又迅速进展，从发病到死亡不到6个月时间，提示该例患者预后极差。中山大学肿瘤中心研究1 456例新发DLBCL患者，其中28例患者CD20阴性（同时HIV阴性），22例（77.3%）CD20阴性DLBCL患者为非生发中心型，21例接受CHOP或类CHOP方案化疗后，9例（42.9%）完全缓解，4例（19%）部分缓解，1例（4.8%）稳定，7例（33.3%）疾病进展；中位生存期为23个月，3年无进展生存率为30.5%，总生存（OS）率为35.0%，通过配对病例对照研究，CD20阳性DLBCL患者较CD20阴性患者预后好，3年无进展生存率为52.0%（*P*=0.008），OS率为74.1%（*P*=0.008）[@b15]。Suzuki等[@b16]研究174例新发DLBCL患者，共105例患者接受R-CHOP方案化疗，CD20阴性、CD20弱阳性、CD20正常三组患者治疗反应（完全反应＋部分反应）率分别为33.3%、70.0%、82.9%；5年OS率分别为33.0%、29.4%、64.0%；OS时间分别为8、27、\>90个月；5年无进展生存率分别为33.0%、37.0%、48.0%；中位无进展生存期为3、12、54个月；CD20阴性患者OS率（*HR* 6.97, 95%*CI* 1.32\~34.96，*P*=0.040）及无病生存率（*HR* 7.30, 95%*CI* 1.49\~35.8，*P*=0.040）较阳性率正常者明显降低，表明初诊时CD20表达水平（流式细胞术检查）是DLBCL患者独立预后因素。Johnson等[@b17]检测272例DLBCL患者CD20表达水平，应用CHOP或类CHOP方案化疗，CD20表达低下者中位OS期为1.2年，而CD20高表达者中位OS期为3年。

在治疗及预后方面，以上文献报道表明CD20表达水平与疾病预后相关，应用CHOP或R-CHOP方案化疗，CD20阴性患者疗效均较CD20阳性患者差，CD20阴性患者不能在利妥昔单抗应用中受益。本例患者对CHOP方案治疗反应较差，与文献相符。因此，对于该例患者我们尝试应用ESHAP方案、大剂量脂质体阿霉素＋环磷酰胺＋长春新碱＋甲泼尼龙化疗，但肿瘤仍无法控制，病情快速进展。那么对于CD20阴性DLBCL患者该选择何种治疗，根据NCCN DLBCL治疗指南，可尝试联合放疗及含苯达莫司汀、来那度胺等药物的二线治疗方案，但因CD20阴性DLBCL患者较为少见，治疗方案及疗效反应还需进一步探索。

综上所述，原发CD20阴性DLBCL发生率低，患者对于CHOP、R-CHOP方案治疗反应差，且不能在利妥昔单抗应用中受益，预后不佳，生存时间短，其有效治疗方案还有待进一步探索。免疫组化法检测CD20简单易行，但流式细胞术检测CD20较免疫组化法更为敏感，尤其对于CD20表达较低，甚至不表达的患者临床中应用流式细胞术检测CD20更有必要。
